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論 文 内 容 要 旨
Fbxw7は ユ ビキ チ ンリガーゼSCF複 合 体 を構 成 し,基 質 認識 を担 うF-boxタ ンパ ク質 であ
り,生 化 学 的解 析 か らc-Myc,cyclinE,Notch1等 のが ん遺 伝子産 物 を特 異 的 にユ ビキチ ン化
し分解 を誘導 す るこ とが知 られて いる。 また,ヒ トのがん細胞株 あ るいは初期 がん ではFbxw7
の不 活性 型の変異 が認 め られ,そ れに伴 うFbxw7基 質分 子 の蓄積 が報告 されて いる。 この よう
な ことか ら,Fbxw7は がん抑制 遺伝子で ある と考 え られて いる。 しか しなが ら,Fbxw7の 生理
的な基質 と機 能 につ いては これ まで明 らかに され ていなか った。 そ こで,私 はFbxw7コ ンデ ィ
シ ョナル ノ ックアウ ト(CKO)マ ウス由来 の胎仔線維芽細 胞(MEF)お よ び表皮細 胞を用 いて,
Fbxw7の 生理 的な基質分子 の同定 と機能 の解 明を行 った。
初 代培養 の胎仔線 維芽細胞 を用 いてFbxw7の 細胞増殖 に果 たす役 割 を解 析 した。 胎生13.5日
のFbxw7CKOマ ウス よ りMEFを 調製 し,Crerecombinase発 現 レ トロウ イル スを感 染す る
ことによ ってFbxw7遺 伝子 を破 壊 し,Fbxw7欠 損MEFを 樹立 した。想 定 され て いるFbxw7
の基質分 子 の多 くが細胞増殖 促進 因子で あ るこ とか ら,Fbxw7の 欠損 は増 殖促進 因子 の過剰蓄
積 を引 き起 こ し細胞 の増殖は異常 に充進 をす る と予想 された。 しか しなが ら,Fbxw7欠 損MEF
は著 しい増 殖障害 を呈 した。Fbxw7欠 損MEFで は,こ れ まで報 告 があ る基質 候補分子 の中で,
Notch1の 発 現量 が特 異 的かつ顕著 に増 加 して いた。Fbxw7欠 損 細胞 にお け るNotch1の 機能
抑制 が増殖 障害 を解 消 した ことか ら,Fbxw7欠 損細 胞 にお いて認 め られ た増殖 障害 はNotch1
の分解異 常 によ る過剰 蓄積に起 因す ることが明 らか とな った。 これ らの結果 か ら,生 理 的環境下
におけ るMEFで はFbxw7はNotch1の 分解 を担 い,正 常 な細胞増 殖 に必須 の因子 で ある と結
論 付 けた。
次 に,Notch1は 細 胞増殖だ けでな く,分 化を制御す る ことが知 られて い ることか ら,Fbxw7
の分化 に関 わ る機 能 を明 らか にす るこ とを 目的 に,表 皮 細 胞で の解析 を行 った。Fbxw7CKO
マ ウス の新 生 仔 よ り表皮 細胞 を調 製 し,Crerecombinase発 現 レ トロ ウイル スを感染 させ る こ
とに よ り、F肱w7遺 伝子 を破壊 した。Fbxw7欠 損 表皮 細胞 で はFbxw7の 基質 候 補分 子 で ある
Notch1お よ びc-Mycの 発 現量 上 昇 お よ び増 殖 の促 進 が観 察 され た。 機 能 抑 制 実験 によ り,
Fbxw7欠 損 表皮細 胞 における増 殖能 の充進 はc-Mycの 発現 量上昇 に起 因 してい ることが明 らか
とな った。 さ らに,Fbxw7欠 損表皮細 胞で は,分 化誘導 を行 わな くとも初期 分化 マー カーであ
るKeratin1の 発現量 が充進 していた。 この分化 の促進 はNotch1に 依存 して お り,c-Mycに 依
存 して い た増 殖 促進 とは異 な る ことが 明 らか とな った。 また,Fbxw7欠 損表 皮細 胞 はinvitro
で の増 殖能 が充 進 して いたに もかか わ らず,活 性型Ras誘 導性 の腫瘍 増殖 を抑 制 した。 以上 の
結果 か ら,Fb」"v7は 表皮細胞 においてMycお よびNotchの 特異 的分解 を介 し,増 殖 と分化 を協
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調的に制御する腫瘍増殖促進因子であると考えられた。
本研究では,こ れまでがん抑制遺伝子であると考え られていたFbxw7がMEFで は増殖促進
因子 として働き,表 皮細胞ではRas誘 導性腫瘍での増殖促進因子 として機能することを示 した。
二種類の細胞種の解析からFbxw7欠 損時に蓄積す る基質分子 には細胞種特異性が存在 し,ま た
蓄積 した分子の細胞種に応 じた機能や蓄積す る複数の基質の相互作用 によってFbxw7は 細胞種 ・
組織 ・分化段階特異的な機能を持つ ことが判明 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
ユ ビキチ ンープロテア ソーム系 によるタンパ ク質分解機構 は増殖,分 化,ア ポ トー シスな ど種々
の細 胞機能 を制御 し,そ の破綻 は,が ん,神 経変性 疾患 を含 む多 くの病態 の原 因 とな る ことが こ
れ まで明 らか にされて いる。Fbxw7は ユ ビキチ ン リガーゼSCF複 合 体の基質認識 サ ブユ ニ ッ ト
であ り,生 化 学的解析 か らc-Myc,cyclinE,Notch1等 の がん遺伝 子産物 を基質分 子 と して認
識 し,分 解 を誘導す ることが知 られてい る。また,ヒ トのがん細胞株 あ るいは原発腫瘍 において
Fbnw7の 不 活性型 の変 異が高頻度 に認 め られ,そ れ に伴 うFbxw7基 質 タ ンパ ク質 の蓄積 が報告
され て い る。 この ような ことか ら,Fbxw7は がん抑 制遺伝 子 で あ ると考 え られて い る。 しか し
なが ら,Fbxw7の 生理 的な基質 と機 能,Fbxw7の 不 活性化 に伴 うが ん発生機 序 について は これ
まで 明 らかに されて いなか った。 本論 文で はFb」wv7コ ンデ ィシ ョナル ノ ックア ウ トマ ウス由来
の胎 仔線維 芽細 胞(MEF)お よび表皮細胞 を用 いて,Fbxw7の 生理 的な基質分子 の 同定 と機能
の解 析 を行 った。
想 定 され てい るFbxw7の 基質分子 の多 くが細胞増殖 促進 因子で あ るこ とか ら,Fbxw7の 欠損
は増 殖促進 因子 の過剰 蓄積を 引き起 こ し細 胞の増 殖 は異常 に充進 す ると予想 されて いた。 しか し
なが ら,Fbxw7欠 損MEFは 著 しい増殖 障害 を呈 した。Fbxw7欠 損MEFで は,こ れ まで報告
が あ る基質分 子の 中で,Notch1の 発現量 が特 異的かつ 顕著 に増 加 して いた。Fbxw7欠 損MEF
に おけ るNotch1の 機能抑制 に よ り増殖 障害が解 消 された ことか ら,こ の増殖 障害 はNotch1の
分解 異 常 によ る過剰蓄積 に起 因す るこ とが明 らか とな った。正常細 胞 であ るMEFを 用 いた これ
らの結 果か ら,生 理 的環境下 でFbxw7はNotch1の 分解 を担 い,正 常 な細 胞増殖 に必須 の因子
で あ るこ とが明 らか とな った。一方,Fbxw7欠 損表 皮細胞 で は増殖 が充進 して いたが,同 時 に
初期 分化 の促進 も観察 され,そ の ときFbxw7の 基質 候補分子 で あるNotch1お よびc-Mycの 発
現量 が上 昇 してい た。 また,Fbxw7欠 損 表皮細胞 はinvitroで は増 殖能 が充進 してい たに もかか
わ らず,invivoに おける活性型Ras誘 導性腫瘍増殖 は抑 制 されていた。 以上 の結果か ら,Fbxw7
は表皮 細胞 にお いてはc-Mycお よびNotchの 特異的分 解 を介 し,増 殖 と分化 を協調 的 に制御 す
る腫 瘍増殖 促進 因子 で あると考 え られた。
本 論文 で は,生 化学 的手法 および遺 伝学的手法を組 み合わせ る ことで,こ れ までが ん抑 制遺伝
子 で あ る と考 え られて いたFbxw7がMEFで は増殖 促進 因子 と して働 き,表 皮細 胞で はRas誘
導性 腫瘍 で増 殖促進 因子 と して機能 す ることを明 らか に した。 さ らに,二 種類 の細胞種 の解析 か
らFbxw7欠 損 時 に蓄積 す る基質分 子 には細胞種特異 性が存 在 し,ま た蓄積 した分 子の細 胞種 に
応 じた機 能 や蓄積す る複数の基 質の相互作用 によ ってFbxw7は 細胞種 ・組織 ・分 化段階特異 的
な機 能 を持 つ ことを明 らか に した。 これ まで ユ ビキチ ンリガー ゼSCFFhx"7の 基 質分子 が組織特
異 的 な機能 を持つ ことは知 られ ていたが,Fbxw7が 組織特 異 的な機能 を持 つ こ とを明 らか とな
り,発 がん に対 して も組織特異 的に制 御 してい ることを示唆 した点で独創性 に富む研究 であ ると
言 え る。 逆 にFbxw7の この よ うな多様 な機能 を巧 に使 うことによ って,新 しい抗 腫瘍治療戦 略
の創 出につ なが る ことが期待 され,き わめて優れた研究 で ある といえ る。
よ って,本 論文 は博 士(医 学)の 学 位論 文 と して合格 と認 める。
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